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摘　要：通过ＰＣＲ法从奥利亚罗非鱼ＤＮＡ中扩增出ＭＳＴＮ基因。该序列全长1957ｂｐ�含有3个外显子�2个
内含子。外显子Ⅰ379ｂｐ�外显子Ⅱ371ｂｐ�部分外显子Ⅲ 145ｂｐ�内含子Ⅰ305ｂｐ�内含子Ⅱ751ｂｐ�编码区
895ｂｐ�共翻译298个氨基酸。通过随机测序法筛选ＳＮＰｓ�获得了6个突变位点�外显子Ⅰ、Ⅱ各有一个�而内
含子Ⅱ则含有4个突变位点。外显子Ⅰ、Ⅱ的突变位点均导致翻译的氨基酸序列发生改变�为错义突变。研
究结果为ＳＮＰｓ位点与奥利亚罗非鱼生长性能关联分析奠定了基础。
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　　肌细胞生长抑制素 （Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ�ＭＳＴＮ）又称
ＧＤＦ-8（ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ8）�是近年来
发现的一类重要的肌细胞生长负向调控因子�属
于转化生长因子超家族 （ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ-βｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ�ＴＧＦβ）�通过抑制分化生肌决
定因子 （ｍｙｏｇｅｎｉｃｄｅｔｅｎｄｎａｔｉｏｎｇｅｎｅ�ＭｙｏＤ）家族
成员转录活性来控制肌细胞的生长发育�它的表
达量与肌肉重量的变化呈负相关 ［1－2］。通过基因
打靶技术敲除老鼠体内ＭＳＴＮ基因使其不能发挥

作用�结果发现突变型老鼠的体型显著大于野生
型 ［3－4］。在比利时蓝牛 （ＢｅｌｇｉａｎＢｌｕｅ）和皮尔蒙
特牛 （Ｐｉｅｄｍｏｎｔｅｓｅ）上�ＭＳＴＮ的突变导致蛋白活
性区的移码突变�不能形成成熟的ＭＳＴＮ蛋白�结
果出现 “双肌症状 ” （ｄｏｕｂｌｅ-ｍｕｓｃｌｅ） ［5］。而在水
产动物上�目前已克隆出了虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ）�斑 马 鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）�罗 非 鱼
（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ）�金 头 鲷 （Ｓｐａｒｕｓ
ａｕｒａｔａ）�鲈鱼 （Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）�斑点鲶
（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）�真鲷 （Ｃｈｒｙｓｏｐｈｒｙｓｍａｊｏｒ）等
鱼类的ＭＳＴＮ［6－11］�但有关 ＭＳＴＮ基因结构研究
则较少。

单 核 苷 酸 多 态 （ｓｉｇｎａｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ�ＳＮＰｓ）是指在基因组水平上由单
个核苷酸的变异所引起的一种 ＤＮＡ序列多态

性�是继限制性片段长度多态性 （ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ�ＲＦＬＰ）、简单串联重
复序列 （ｓｉｍｐｌｅｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ�ＳＴＲ）之后的第三代
分子遗传标记�在人类遗传性疾病的病因诊断、
治疗和防治方面已受到广泛的重视和强有力的

支持 ［12］。在动物育种方面�ＳＮＰｓ作为一种分子
标记辅助育种强有力的工具也得到了广泛的应

用�将ＳＮＰｓ与经济性状进行相关性分析�寻找影
响性状的主效基因或与主效基因紧密连锁的候

选基因�将其运用于后续的育种实践中 ［13－14］。
在畜禽上�ＭＳＴＮ的 ＳＮＰｓ普遍存在�而且有些位
点和动物经济性状存在着显著性相关 ［15－16］�
ＭＳＴＮ突变的动物不仅骨骼肌肌群分布广泛�而
且肉质性状优良�ＭＳＴＮ基因已成为肉质性状的
主要标记基因 ［17］。而在水产动物上�将ＭＳＴＮ的
ＳＮＰｓ与经济性状进行相关研究还未见报道。本
研究旨在通过克隆奥利亚罗非鱼的 ＭＳＴＮ�分析
其基因结构�并寻找ＳＮＰｓ�为ＳＮＰｓ位点与奥利亚
罗非鱼生长性能关联分析奠定了基础。

1　材料与方法
1．1　材料
1．1．1　实验鱼

奥利亚罗非鱼取自中国水产科学研究院淡

水渔业研究中心宜兴养殖基地。
1．1．2　试剂

限制性内切酶、ｐＭＤ18-Ｔ载体、胶回收试剂
盒等购自宝生物工程 （大连 ）有限公司；质粒抽提
试剂盒、Ｔａｑ酶购自上海捷瑞生物工程有限公司；
大肠杆菌ＪＭ109为本实验室保存。
1．1．3　仪器：

ＰＣＲ仪为ｅｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｅｒｓｏｎａｌ。
1．1．4　引物：

用于实验的所有引物见表1�碱基位置以序
列5′端第一个碱基为 “1”计算。根据莫桑比克罗
非鱼 ＭＳＴＮ的 ｃＤＮＡ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ197193）以及
其它鱼类ＭＳＴＮ的ｃＤＮＡ和ＤＮＡ序列设计引物�
分段扩增奥利亚罗非鱼ＭＳＴＮ序列�共3个外显
子�两个内含子。其中 Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ1（Ｆ1）�
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ1（Ｒ1）扩增ＥｘｏｎⅠ-ＩｎｔｒｏｎⅠ片段�
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ2（Ｆ2）�Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ2（Ｒ2）扩增
ＥｘｏｎⅡ 片段�Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ3（Ｆ3）�Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｐｒｉｍｅｒ3（Ｒ3）扩增ＩｔｒｏｎⅡ 片段。所有引物均由上
海捷瑞生物工程有限公司合成。

表1　实验中使用的引物及相应的扩增产物
Ｔａｂ．1　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ

引物 序列 位置 产物

Ｆ1ＧＡＧＡＣＡＡＴＧＣＡＴＣＴＧＴＣＴＣＡＧＡＴＣＧ 1－25 ＥｘｏｎⅠ－
ＩｎｔｒｏｎⅠ

Ｒ1ＧＣＧＡＣＴＧＧＣＴＴＧＡＡＡＣＴＴＣＴＧＣ 746－767 767ｂｐ
Ｆ2ＡＴＴＴＴＣＴＴＴＴＣＣＣＡＴＧＴＣＴＣＣＧ 666－687 ＥｘｏｎⅡ
Ｒ2ＡＡＡＣＧＡＴＧＡＡＣＡＡＴＡＧＧＴＧＧＡＧＣ 1120－1142 477ｂｐ
Ｆ3ＣＡＣＡＴＡＣＧＡＡＴＣＣＧＣＴＣＣＴＴＧＡ 870－891 ＩｎｔｒｏｎⅡ
Ｒ3ＧＡＧＧＡＣＴＴＴＧＧＣＴＧＧＧＡＣＴＧＧＡ 1936－19571088ｂｐ

1．2　方法
1．2．1　基因组ＤＮＡ的提取

从鱼尾静脉抽血0．2～0．5ｍＬ�用经典的苯
酚-氯仿法抽提 ＤＮＡ�并溶解于 ＴＥ中�电泳检测
确定 ＤＮＡ质量�在紫外分光广度计 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
上测定ＤＮＡ浓度�ＤＮＡ使用液浓度为50ｎｇ／μＬ。
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1．2．2　奥利亚罗非鱼ＭＳＴＮ基因的分离
根据设计的引物分别扩增出奥利亚罗非鱼

ＭＳＴＮ内含子、外显子序列。反应条件为：94℃
3ｍｉｎ�然后 30次循环 94℃ 1ｍｉｎ�55～58℃
1ｍｉｎ�72℃1～2ｍｉｎ�最后72℃10ｍｉｎ�4℃保
存。扩增液用1．0％的琼脂糖凝胶电泳分离�切
胶回收�连接转化�蓝白斑挑选阳性克隆�酶切鉴
定�送南京博亚生物有限公司测序。
1．2．3　多态位点的筛选

随机选取10尾奥利亚罗非鱼�以ＤＮＡ为模
板�用上述扩增ＭＳＴＮ内外显子的3对引物扩增�
经克隆、测序比对�寻找ＳＮＰｓ位点。
1．2．4　序列分析和数据处理

序列拼接以及分析使用 ＤｎａＳｔａｒ软件�序列
比对使用ＣｌｕｓｔａｌＷ软件。
2　结果
2．1　奥利亚罗非鱼 ＭＳＴＮ基因的分离和

分析
　　使用引物 Ｆ1-Ｒ1、Ｆ2-Ｒ2、Ｆ3-Ｒ3扩增奥利亚

罗非鱼 ＥｘｏｎⅠ-ＩｎｔｒｏｎⅠ、ＥｘｏｎⅡ、ＩｎｔｒｏｎⅡ�获得
ＤＮＡ序列片段分别为767ｂｐ�477ｂｐ和1088ｂｐ�
经过拼接获得奥利亚罗非鱼 ＭＳＴＮ基因总共

1957ｂｐ（ＧｅｎｅＢａｎｋＮｏ：ＦＪ972684）�含有3个外
显子和2个内含子。ＥｘｏｎⅠ379ｂｐ�ＩｎｔｒｏｎⅠ 305
ｂｐ�ＥｘｏｎⅡ 371ｂｐ�ＩｎｔｒｏｎⅡ 751ｂｐ�部分 ＥｘｏｎⅢ
145ｂｐ。阅读框长895ｂｐ�编码298个氨基酸�内
含子均符合ＧＴ-ＡＧ原则 （图1）。与吉富罗非鱼
（ＧｅｎｅＢａｎｋＮｏ：ＦＪ972683）、莫桑比克罗非鱼
ＭＳＴＮ（ＧｅｎｅＢａｎｋＮｏ：ＡＨ006117）序列比对显示�
阅读框核苷酸序列长度一致�相似性分别为
99．3％、98．9％�编码的氨基酸序列相似性分别
为99％、97．3％。
2．2　多态位点的筛选

使用不同引物对�分别在随机选取的10尾
奥利亚罗非鱼基因组中扩增相应片段�克隆测序
后�使用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行比对�获得了6个突变位
点 （图1）。外显子Ⅰ、Ⅱ各有一个�内含子Ⅱ含有
4个突变位点�而且外显子Ⅰ、Ⅱ的 ＳＮＰｓ均导致
编码的氨基酸序列发生变异�为错义突变。
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图1　奥利亚罗非鱼ＭＳＴＮ基因序列
Ｆｉｇ．1　ＧｅｎｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＭＳＴＮｇｅｎｅｉｎＯｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓａｕｒｅｕｓ

注：5′调控区及内含子用小写字母表示�外显子用大写字母表示�内含子与外显子交接处用黑体和斜体表示�ＳＮＰｓ位点以方框和黑
体表示。

3　讨论
首次分离了奥利亚罗非鱼ＭＳＴＮ基因�结果

表明该基因具有3个外显子�2个内含子�基因结
构与虹鳟 ［6］�斑马鱼 ［7］、真鲷 ［11］等一致。与吉富
罗非鱼、莫桑比克罗非鱼ＭＳＴＮ序列比较发现�编
码区核甘酸序列相似性高达99．3％、98．9％�这
表明ＭＳＴＮ在种间高度保守�这也与叶寒青等 ［11］

在真鲷中的分析结果相一致。根据这一特性�我
们设计的 3对引物可以直接从 ＤＮＡ中扩增出
ＭＳＴＮ的编码区�而无需从ＲＮＡ中来扩增。对于
同源性较高的基因�完全可以利用同源克隆的策
略来获得目的基因�既节省了研究时间又节省了
研究经费。

在ＳＮＰｓ的查找中�通过测序比较得到了6
个ＳＮＰｓ�但还需要在群体中进一步验证�因为通

过随机测序获得的 ＳＮＰｓ可能是假阳性�在 ＰＣＲ
扩增�克隆�测序中也可导致单碱基突变。在
ＳＮＰｓ的发掘中�单碱基突变出现的概率应大于
1／10（即10个体中有1个以上个体出现单碱基
突变 ）才有可能是 ＳＮＰｓ位点。然而筛选到的6
个ＳＮＰｓ�其中4个位于内含子内�可能由于内含
子不参与功能基因的编码�所受的选择压力小�
因而比外显子更容易积累较大的变异�这与于凌
云 ［18］等在大口黑鲈 ＭｙｏＤ上的研究结果有些相
似�只在ＭｙｏＤ的内含子上找到了7个ＳＮＰｓ。另
外2个 ＳＮＰｓ位于外显子上�而且均导致编码的
氨基酸发生变异�至于能否引起ＭＳＴＮ功能的变
异还有待进一步的验证�以便更好地应用于后续
的分子标记辅助育种上�确定成熟的分子标记辅
助育种方案。
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